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摘要 又 凑 基 脂肪 酸 酯 作为 性 质 优 良 的 生物 塑料 ， 引 起 了 广泛 的 关注 。 由 于 聚 凑 基 脂 肪 酸 合 


成 酶 PhaC 特异 性 较 强 ， 难 以 通过 生物 合成 方法 获得 含 乳酸 单 体 聚 合 物 。 为 了 实现 乳酸 的 聚 
合 ，PhaC 的 筛选 至 关 重 要 。 以 甘油 为 底 物 ， 通 过 引入 Klebsiella pneumoniae 的 甘油 脱水 酶 
DhaB123 及 其 激活 因子 GdrAB 以 及 Salmonella typhimurium LT2 的 丙 醛 脱 务 酶 基因 PduP， 
获得 3- 产 基 丙 酰 辅酶 A; 通过 引入 Megasphaera elsdenii DSM 20460 的 丙 酰 辅酶 A 转移 酶 
PCT, 获得 乳 酰 辅酶 A; 并 对 3 种 不 同 聚 羟 基 脂 肪 酸 合成 酶 的 作用 进行 考察 。 在 Pseudomonas 
putida 的 原始 酶 PhaCl 或 者 PhaC2 的 作用 下 ， 不 能 实现 乳酸 的 聚合 ; 而 在 双 位 点 突变 

(Ser325Thr 和 Gln481Lys) 的 PhaCl (STQK) 存在 条 件 下 ， 重组 菌 可 以 利用 甘油 合成 聚 3- 
羟基 丙 酸 -co- 乳 酸 。 经 过 对 溶 氧 、 有 机 气 源 等 发 酵 条 件 的 优化 ， 聚 3- 羟 基 丙 酸 -co- 乳 酸 的 产 
量 可 以 达到 0.22g/L， 占 细胞 干 重 的 3.2%， 是 含 乳酸 单 体 聚 合 物 生物 合成 研究 的 一 次 有 益 尝 
试 。 
关键 词 聚 3- 凑 基 丙 酸 -co- 乳 酸 ; 聚 凑 基 脂 肪 酸 合成 酶 ; 丙 酰 辅 酶 A 转移 酶 ;位 点 突变 ; + 
油 
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聚 羟基 脂肪 酸 酯 (polyhydroxyalkanoates，PHAS) 是 微生物 细胞 在 环境 中 碳 源 

过 剩 的 条 件 下 合成 的 一 种 线性 聚 酯 ， 由 羟基 脂肪 酸 Chydroxyalkanoic acid, HA) 
单 体 聚 合 而 成 ， 作 为 矶 源 和 能 源 的 贮藏 物质 在 细胞 内 积累 1 久 。PHAs 不 仅 具 有 石 
化 基 塑 料 的 各 种 属性 , 还 具备 传统 塑料 无 法 比拟 的 生物 相 容 性 和 生物 降解 性 ， 引 


起 了 科技 界 和 工业 界 的 广泛 关注 , 已经 被 用 于 化 妆 品 、 医 疗 器 械 、 药 物 载体 等 领 
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RES, HEAR PHAs 的 微生物 有 几 十 个 属 ， 包 括 产 碱 杆菌 属 CAlcaligenes ), 
芽孢 杆菌 属 (Bacillus). 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas ) 和 红 螺 菌 属 (Rhodospirillum) 
等 [10， 此 外 ， 一 些 植物 也 能 够 合成 PHAS, 

由 于 聚 羟 基 脂 肪 酸 合成 酶 PhaC 的 特异 性 较 强 ， 已 经 实现 全 生物 法 合成 的 

PHAs 主要 是 以 3- 羟 基 酸 为 单 体 ， 如 聚 3- 羟 基 两 酸 (P3HP) OI, XE 3- 产 基 丁 酸 
(P3HB) U4, R 3-FedkJEN? (P3HV) 05 等 。 聚 乳酸 作为 一 种 优异 的 生物 塑料 ， 
已 经 被 广泛 用 于 生物 医学 、 纺 织 、 包 装 等 领域 99， 市 场 需 求 呈 逐年 增 大 趋势 ， 预 
计 每 3 一 4 年 增长 一 倍 07。 然 而 ， 较 之 3- 羟 基 酸 ， 乳 酸 〈2- 羟 基 两 酸 ) 的 羟基 位 
置 变化 ， 导 致 难以 实现 生物 法 聚合 。 市 场 上 的 聚 乳酸 (PLA) 产品 都 是 以 乳酸 为 
单 体 ， 通 过 化 学 法 聚合 得 到 。 随 着 市 场 需求 的 逐渐 扩大 ， 以 葡萄 糖 、 甘 油 等 廉价 
碳 源 为 原料 ， 实 现 全 生物 法 合成 聚 乳酸 ， 对 于 进一步 降低 生产 成 本 、 提 高 产品 效 

益 具 有 重要 意义 。 

生物 法 合成 聚 乳酸 的 关键 因素 在 于 PhaC 的 筛选 。 为 了 实现 乳酸 的 聚合 ， 本 

研究 在 前 期 P3HP 研 究 的 基础 上 ,通过 引入 丙 酰 辅酶 A 转移 酶 PCT 和 不 同 的 PhaC， 
期 望 实现 新 型 生物 塑料 聚 3- 羟 基 丙 酸 -co- 乳 酸 (P(3HP-co-LA)) 的 生物 合成 (图 
1)。 整 个 代谢 途径 涉及 两 个 支 路 ， 其 中 一 个 支 路 利用 甘油 脱水 酶 DhaB123 和 两 
醛 脱 氧 酶 PduP 将 甘油 转化 为 3- 羟 基 丙 酰 辅酶 A， 另 外 一 个 支 路 利用 丙 酰 辅酶 A 
转移 酶 PCT 催化 乳酸 为 乳 酰 辅酶 A, 两 个 支 路 获得 的 单 体 最 终 在 PhaC 的 作用 下 
聚合 。 已 有 研究 表明 ， 第 325 和 481 两 个 氨基 酸 位 点 是 与 PhaC 的 酶 活 和 底 物 选 
择 性 最 密切 相关 的 两 个 位 点 U9。 所 以 ， 本 研究 将 重点 考察 假 单 胞 菌 Pseudomonas 
putida 的 PhaCl、PhaC2 和 双 位 点 突变 (Ser325Thr 和 Gln481Lys ) 酶 PhaC1(STQK) 
的 作用 效果 ， 并 通过 发 酵 条 件 的 初步 优化 来 提高 产物 产量 。 
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图 1 以 甘油 为 碳 源 合 成 P(3HP-co-LA) 的 代谢 途径 示意 图 


Fig. 1 Biosynthesis pathway of P(3HP-co-LA) from glycerol in this study 


1 材料 和 方法 


1.1 菌株 、 载 体 和 引物 


本 研究 使 用 到 的 菌株 、 载 体 和 引物 见 表 1。 甘 油 脱 水 酶 基因 dhaB123 及 其 激 
活 因 子 gdrAB 的 来 源 菌株 Klebsiella pneumoniae ATCC25955 购 自 美国 模式 培养 物 
集 存 库 (American type culture collection, ATICCJ)， 两 醛 脱氧 酶 基因 pduP 的 来 源 落 
株 Salmonella typhimurium LT2 购 自 中 国 普通 微生物 菌 种 保藏 管理 中 心 (China 
General Microbiological Culture Collection Center, CGMCC), PHA 合成 酶 基 
phaCl 和 phaC2 的 来 源 菌 Pseudomonas putida 为 本 实验 室 保存 菌株 ， 携 带 
PhaC1(STQK) 的 载体 pTV118N-pp 由 北海 道 大 学 Seiichi Taguchi 教授 馈赠 ， 携 带 


丙 酰 辅酶 A 转移 酶 基因 pct 的 质粒 和 各 个 引物 均 委 托 金 唯 智 公司 合成 获得 。 
31 本 研究 使 用 的 菌株 、 载 体 和 引物 及 其 特征 描述 


Table 1 Strains, vectors and primers used in this study 


菌株 、 质 粒 及 引物 每 征 描述 /引物 序列 来 源 / 酶 切 位 点 

E. coli DH5a 于 重组 质粒 的 构建 和 保存 的 菌株 全 氏 金 公司 

E. coli JM109(DE3) 蛋白 表达 和 发 酵 的 宿主 菌株 Takara 

K. pneumoniae ATCC25955 市 炎 克 雷 伯 氏 菌 , 携带 甘油 脱水 酶 基因 dhaB123 和 甘油 脱水 酶 激活 ATCC 
因子 gdrAB 

S. typhimurium LT2 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 ， 携 带 丙 醛 脱 氨 酶 基因 pduP CGMCC 

Pseudomonas putida 恶臭 假 单 胞 菌 ， 携 带 PHA 合成 酶 基因 phaCl 和 phaC2 本 实验 室 保藏 

puC57-pct 携带 Megasphaera elsdenii DSM 20460 来 源 的 丙 酰 辅酶 A 转移 酶 基 。 人 金 唯 智 合成 
因 pet 

pACYCDuet-f0 重组 表达 载体 ，T7 ABI, pACYCDuet-1 携带 dhaBI23. gdrAB ”本 研究 构建 
和 pduP ÆN, HERPE 

pET21a-fl 重组 表达 载体 ，T7 启动 子 ，pET21a 携带 phaCl 和 pct ÆA, AE ”本 研究 构建 
抗 性 

pET21a-f2 重组 表达 载体 ，T7 启动 子 ，pET21a 携带 phaC2 和 pet ÆA, AE ”本 研究 构建 
抗 性 

pTV118N-pp 重组 表达 载体 , lac 启动 子 , pTV118N 携带 phac(STQK) 和 pet 基因 ， 北海道 大 学 
SCR DUE 

dhaB123-F CGCCATATGAAAAGATCAAAACGATTTG Ndel 

dhaB123-R. CACGGTACCGCTTAGCTTCCTTTACGCAG Kpnl 

gdrA-F GAGAATTCGTGAGCGGAGGTCAGCATGC EcoRI 

gdrA-R TTAGATCTCCCACTGACCAAAGCTG 

gdrB-F CAGCTTTGGTCAGTGGGAGATCTAAAACGAGGGGACCGTC 

gdrB-R CAGAAGCTTCAGTTTCTCTCACTTAACG Hindi 

pduP-F CTGAAGCTTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT HindIII 
AACAATTCCCCGCCATCGCGGCTATTAAC 

pduP-R CAGAAGCTTAGCGAATAGAAAAGCCGTTG Hindi 
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phaC-1-F GGAATTCCATATGATGAGTAACAAGAACAACGATGAGC Ndel 

phaC-1-R CGGGATCCTCAACGCTCGTGAACGTAGGTG BamHI 

phaC-2-F GGAATTCCATATGATGACAGACAAACCGGCCAAAGGATC Ndel 

phaC-2-R CGGGATCCTCATCGGGTCAGCACGTAGGT BamHI 
1.2 试剂 


DNA RAN, DNA Maker fll T4 DNA 连接 酶 购 自 北京 全 式 金 生物 公司 ,各 
种 限制 性 内 切 酶 购 自 Fermentas 公司 ， 细 菌 基因 组 提取 试剂 使 和 质粒 提取 试剂 盒 
购 自 Omega Bio-tek 公司 ， 毛 他 青 霉 素 、 氧 霉 素 和 异 丙 基 -B-D- 硫 代 吡 喃 半 乳 糖苷 
QPTG) 购 自 生 工 生物 ， 酵 母 粉 、 胰 和 蛋白 脉 购 自 Oxoid 公司 ， 和 牛肉 浸 粉 购 自 青 
岛 海 博 生物 ， 大 豆 蛋 白 腺 、 和 氯仿 、 无 水 乙醇 和 各 种 无 机 盐 购 自 国药 集团 。 
1.3 重组 菌 的 构建 
本 研究 使 用 的 重组 载体 示意 图 如 2 所 示 ， 其 中 pACYCDuet-f0、pET21a-fl 
和 pET21a-f2 为 本 研究 构建 ，pTV118N-pp 由 北海 道 大 学 馈赠 。 
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图 2 本 研究 使 用 重组 载体 示意 图 
Fig.2 The backbones of plasmids used in this study 

重组 载体 pACYCDuet-f0 的 构建 : 根据 GeneBank 中 K. pneumoniae 甘油 脱 
水 酶 基因 dhaB123 和 甘油 脱水 酶 激活 因子 gdrAB 的 基因 序列 、S. typhimurium LT2 
丙 醛 脱氧 酶 基因 pduP 的 基因 序列 设计 引物 ( 表 1), 利用 试剂 盒 提取 细菌 基因 组 ， 
以 基因 组 为 模板 ， 通 过 PCR 扩 增 分 别 获得 dhaBl23. gdrA. gdrB 和 pduP 基因 
Fret, gdrAB 则 是 以 edrA 和 gdrB 为 底 物 通过 Overlap PCR 获得 。 将 提取 的 质粒 
pACYCDuet-1 和 纯化 回收 的 edrAB 基因 片段 在 37C 下 双 酶 切 CEcoRVHindWl 
后 切 胶 回收 ， 利 用 TADNA 连接 酶 在 16C 过 夜 连接 ， 连 接 产 物 热 激 转 化 已 cofli 
DH5a 感 受 态 细胞 ， 通 过 菌落 PCR 验证 重组 载体 pACYCDuet-gdr4B。 利 用 相同 


的 方法 ,提取 获得 pACYCDuet-gdr4B 和 dhaB123 片段 并 进行 双 酶 切 (Ndel/Kpn1)， 
连接 转化 ,获得 pACYCDuet-gdrAB-dhaB123. Œ pACY CDuet-gdrAB-dhaB123 基 
础 上 ， 与 Hindi 位 点 处 插入 pduP 片段 获得 pACYCDuet-dhaB123-gdr4B-pduP， 
Bl pACYCDuet-f0. 

pET21a-fl fll pET21a-f2 的 构建 : 菌 体 活化 后 ， 分 别提 取 质 粒 puC57-pct 和 
pET21a 并 进行 双 酶 切 (Not/Xhol1)， 切 胶 回 收获 得 pet 基因 片段 和 pET21a 载体 
片段 ,将 载体 片段 和 基因 片段 酶 连 后 转化 已 coli DH5a 感 受 态 细胞 ,通过 菌落 PCR 
验证 重组 载体 pET21a-pct。 根 据 GeneBank 中 Pseudomonas putida 的 PHA 合成 酶 
基因 phaC1 和 phaC2 的 基因 序列 设计 引物 ， 以 P. putida 基因 组 为 模板 扩 增 获得 
phaCl 和 phaC2。 利 用 Ndel 和 BamHI X} phaCl. phaC2 及 重组 载体 pPET21a-pct 
进行 双 酶 切 ， 分 别 进行 酶 连 后 转化 获得 pET21a-fl fl pET21a-f2. 

重组 菌 构 建 : 提取 所 获得 的 重组 载体 ,将 pET21a-f1. pET21a-f2. pTV 118N-pp 
与 pACYCDuet-f0 分 别 组 合并 转化 E. coli JM109(DE3) 感 受 态 细胞 ， 涂 布 含有 和 氧 
eZ A BAK Fe N LB 固体 平板 获得 重组 菌 E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, 
pET21a-fl) ~ E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, pET21a-f2) 和 E. coli JM109 


(pACY CDuet-f0, pTV118N-pp). 
1.4 培养 基 及 培养 条 件 

LB 培养 基 (g/L): 氧化 钠 ，10;， REAR, 10; 酵母 粉 $; 固体 培养 基 加 
入 10g/L 的 琼脂 。 甘 油 发 酵 培养 基 (gL): 甘油 ，20; (NH4pSO4 3; KH2POs， 
1.5; KCl, 1.9; —K&trtzlg, 1; 二 水 合 柠檬 酸 三 钠 ，1.1; FeSO4*7H20, 0.138; 
微量 元 素 1 mL; 微量 元 素 组 成 (g/L): (NH4)sMo7O2x*4H2O，0.37; H3BO4，2.47; 
MnCb*4H;0, 1.58; ZnSO4*7H20, 0.29; CuSO4*5H;0. 0.25. AABN GUN 
FE 5S0mg/mL， 工 作 浓度 SOug/mL; 9A RP ERZRÜCAEYKBE 100mg/mL， 工 作 浓 度 
100hg/mL。 人 发 酵 培 养 基 最 终 pH 用 氨水 调节 至 7。 

培养 条 件 : 从 LB 平板 上 挑 取 单 克隆 接 入 含有 3mL LB 液体 培养 基 的 试管 中 ， 
37C、180 r/min 培养 10h 进行 活化 。 将 活化 后 的 菌 液 按 1% (V/V) 的 接种 量 接 
种 于 含有 100 mL 发 酵 培养 基 的 500 mL 三 角 摇 瓶 中 ,于 37C 200r/min 进行 培养 。 
菌 体 浓 度 ODeo 达到 0.6—0.8 左右 时 ,加 入 0.05mM 的 IPTG 进行 诱导 。 诱导 后 培 
养 温度 调节 至 30C 继 续 培养 ， 每 隔 12 小 时 通过 补 加 氨水 维持 发 酵 液 pH 在 7 左 
4. ABEASh 结束 。 


1.5 检测 方法 

菌 体 浓度 通过 测定 600 nm 下 的 紫外 吸光 度 表示 。 发 酵 结束 后 通过 高 速 离 心 

(10000 r/min, 10min) 收获 菌 体 , 利用 蔡 饮 水 和 无 水 乙醇 清洗 两 次 , 并 置 于 60°C 

烘箱 内 10h 完全 烘 干 , 利 用 天 平 称 量 获得 细胞 干 重 。 烘 干 的 菌 体 经 过 碾 磨 粉碎 后 ， 
加 入 握 仿 溶液 ， 利 用 索 氏 提取 器 ， 在 80C 条 件 下 加 热 10 提取 产物 ， 往 萃取 溶 
液 中 加 入 预 冷 的 无 水 乙醇 使 产物 沉淀 HI。 产 物 烘 干 后 ,通过 核磁 共振 (Advanced 
II 600 NMR, Bruker) 检测 物质 结构 Po。 
2 结果 和 讨论 
2.1 重组 菌 的 构建 

通过 PCR 克隆 K. pneumoniae 的 甘油 脱水 酶 激活 因子 gdrA 和 gdrB, 纯化 回收 
后 ， 通 过 Overlap PCR 克隆 获得 gdrAB (2178bp)， 如 图 3A 所 示 ，2500bp 附近 
有 一 条 明显 的 条 带 , 将 该 条 带 回收 ,并 与 pPACYCDuet-1 EFT KLE) (EcoRV Hindi) 
并 酶 连 后 转化 已 coli DH5a 感 受 态 细胞 ， 通 过 菌落 PCR 验证 确认 ， 获 得 载体 
pACYCDuet-gdr4B。 利 用 同样 方法 ， 利 用 PCR 克隆 获得 K. pneumoniae 的 甘油 
脱水 酶 基因 dhaB123 (2679bp)， 如 图 3B 所 示 ， 在 2700bp 左右 获得 清晰 条 带 ， 
回收 后 与 pACYCDuet-gdrAB 进行 双 酶 切 C Ndel/Kpni) 并 酶 连 后 构建 获得 
pACYCDuet-gdr4B-dhaB123 。 进 一 步 克隆 S. typhimurium LT2 丙 醛 脱氧 酶 基因 


pduP (1800bp 左右 条 带 ， 如 图 3C)， 在 pACYCDuet-gdrAB-dhaB123 基础 上 ， 获 
得 pACYCDuet-gdrAB-dhaB123-pduP, E} pPACYCDuet-W， 重 组 质粒 经 过 酶 切 验 
证 (图 3E-1) 和 测序 确认 后 用 于 后 续 实验 。 

分 别提 取 质 粒 puC57-pct 和 pET21a， 进 行 双 酶 切 CNotUXhoD 后 切 胶 回收 
获得 pet 基因 片段 和 pET21a 载体 片段 , 酶 连 后 转化 E. coli DH5a 感 受 态 细胞 , 通 
过 菌落 PCR 确认 获得 重组 载体 pET21a-pct。PCR 克隆 Pseudomonas putida 的 PHA 
合 


E 


phaC2 及 重组 载体 pET21a-pet 进行 双 酶 切 ， 酶 连 后 转化 获得 重组 载体 
pET21la-phaCl-pct 和 pET21a-phaC2-pct, Bl pET21a-fl 和 pET21a-f2， 重 组 质粒 
经 过 酶 切 验 证 (图 3E-2, 3E-3) 和 测序 确认 后 用 于 后 续 实验 。 

将 pET21a-fl]、pET21a- 亿 、pTV118N-pp 与 pACYCDuet-f0 分 别 组 合并 热 激 


转化 E. coli JM109(DE3) 感 受 态 细胞 ， 获 得 重组 菌 E. coli JM109 (pACY CDuet-f0, 
pET21a-fl) ~ E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, pET21a-f2) 和 E. coli JM109 


(pACYCDuet-f0, pTV118N-pp). 
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图 3 基因 克隆 及 重组 载体 的 酶 切 验证 
Fig.3 PCR amplification of genes and restriction map of recombinant palsmids 

(A) PCR amplification of gdrAB; (B) PCR amplification of dhaB123; (C) PCR amplification of pduP; (D) 

PCR amplification of phaC1 and phaC2; (E) Restriction map of recombinant palsmids: 1- pACYCDuet-f0, 
2- pET21a-fl, 3- pET21a-f2. 
2.2 不 同 重组 菌 的 产物 合成 鉴定 

将 获得 的 3 株 重 组 菌 在 相同 的 条 件 下 进行 培养 ， 菌 体 浓度 ODo00 达到 0.6 7c 
右 时 ， 加 入 0.05mM 的 IPTG 进行 诱导 ， 发 酵 48h 后 收集 菌 体 。 利 用 热 氯仿 萃取 
产物 ，3 株 重组 菌 均 能 获得 疑似 产物 。 疑似 产物 经 CDC 再 次 溶解 后 ， 通 过 核磁 
共振 检测 物质 结构 。 检 测 结果 发 现 ， 重 组 菌 E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, 
pET21a-f1) 和 E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, pET21a-f2) 的 发 酵 产 物 为 P3HP ( 
4A-B), Æ H WA BC 谱 上 均 未 发 现 乳酸 单 体 特 异 峰 ， 未 能 实现 3HP 和 乳酸 的 
共聚 。 重 组 菌 E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, pTV118N-pp) 的 产物 检测 结果 如 
4C-D 所 示 。 图 4C 为 !H 谱 ， 在 相应 化 学 位 移 处 ， 具 有 明显 的 3HP 特征 峰 。 对 乳 
酸 单 体 而 言 ， 其 1 位 的 甲 基 受 临 位 氢 的 影响 ， 和 裂解 为 二 重 峰 (1.4ppm); 2 位 的 
毛 谱 受到 临 位 甲 基 的 影响 ,裂解 为 四 重 峰 (5.1ppm)。 图 4D 为 BC 谱 ， 在 相应 化 
学 位 移 处 发 现 了 3HP (32、59、171ppm) 和 乳酸 (16.5. 68.5. 169ppm) 的 特征 
峰 。 核 磁 共 振 检 测 ， 证 实 了 重组 菌 E. coli JM109 (pACYCDuet-f0, pTV118N-pp) 


可 以 合成 P(3HP-co-LA)。 

由 于 聚 羟基 脂肪 酸 合成 酶 PhaC 的 特异 性 较 强 请 切 ， 在 利用 Pseudomonas 
putida 来 源 的 原始 phaCl Fl phaC2 时 ， 只 是 实现 了 3HP 的 聚合 ， 获 得 的 聚合 物 
中 没有 发 现 乳酸 单 体 ( 图 4A-B)。 当 把 PhaCl 的 325 和 481 位 的 氨基 酸 进行 突 
变 后 CSer325Thr 和 Gln481Lys)， 在 聚合 物 中 可 以 发 现 乳 酸 的 聚合 (B 4C-D), 
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获得 了 PGHP-co-LA)。 需 要 注意 的 是 ， 除 了 3HP 和 乳酸 的 特征 峰 外 ， 还 有 其 他 
峰 的 存在 。 导 致 该 结果 出 现 的 原因 ， 可 能 是 经 过 位 点 突变 后 的 PhaCl (STQK) 
的 特异 性 变 弱 ， 除 了 3HP 和 乳酸 外 还 实现 了 其 他 物质 的 聚合 。 


A CDCI D 
H, H 
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图 4 核磁 共振 检测 结果 


Fig.4 The 600 MHz !H (A, C) and °C (B, D) NMR spectra of PHA production in CDCI; solution. 

2.3 溶 氧 对 产物 合成 的 影响 

为 了 考察 溶 氧 对 PGHP-co-LA) 合 成 的 影响 ， 分 别 采 用 挡 板 摇 瓶 和 非 挡 板 摇 
i, TE 180 r/min 条 件 下 对 重组 菌 E. coli JM109(DE3) (pACYCDuet-f0, 
pTV118N-pp) 进 行 发 酵 。 发 酵 48h Ja SR, AEB, PREM S 所 示 。 使 
用 非 挡 板 摇 瓶 时 ， 产 量 只 有 0.07gL， 占 到 细胞 干 重 的 2.3% Cwt/wO s 使 用 挡 板 
摇 瓶 时 ， 产 量 提高 到 0.12gIL， 找 到 细胞 干 重 的 2.8%。 挡 板 存 在 时 ， 溶 氧 会 明显 
提高 ， 从 而 促进 菌 体 的 生长 ， 细 胞 干 重 〈Cell dry weight, CDW) 由 3.1 g/L 提高 
到 4.3 gIL。 在 两 种 发 酵 条 件 下 ， 产 物 占 细 胞 干 重 比例 没有 明显 变化 ， 产 物 的 提 
高 主要 是 由 细胞 干 重 的 变化 引起 的 。 
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图 5 溶 氧 对 细胞 生长 和 产量 的 影响 
Fig.5 Cell mass and production of P(3HP-co-LA) under different flask 

2. 4 有 机 氮 源 对 产物 合成 的 影响 

为 了 研究 有 机 氮 源 是 否 会 对 P(3HP-co-LA) 的 合成 产生 影响 ， 分 别 在 培养 基 
中 添加 3 g/L 的 大 豆 蛋白 有 蝶 、 胰 蛋白 肪 、 牛 肉 浸 粉 或 酵母 粉 ， 在 挡 板 摇 瓶 中 进行 
发 酵 并 考察 不 同 氮 源 存在 时 的 影响 。 发 酵 结 束 后 的 细胞 干 重 和 产物 产量 如 图 6 
所 示 。 与 对 照 实 验 相 比 〔 不 含 任何 有 机 氮 源 )， 添 加 大 豆 和 蛋白 腺 和 胰 蛋 白 腑 的 时 
候 ，P(GHP-co-LA) 的 产量 都 受到 了 一 定 程度 的 抑制 ;使 用 牛肉 浸 粉 时 ， 菌 体 干 重 
和 了 P(GHP-co-LA) 产 量 没 有 明显 变化 。PHA 产品 通常 是 在 氮 源 缺乏 的 条 件 下 容易 
在 细胞 内 积累 疡 ， 和 本 研究 的 以 上 结果 一 致 。 添 加 酵母 粉 时 ，P(3HP-co-LA) 产 量 
获得 明显 增强 ， 达 到 了 0.22gIL， 是 对 照 实验 的 183 倍 ， 但 是 产物 占 细胞 干 重 的 
比例 只 有 3.2%， 表 明 产 量 的 提高 主要 是 细胞 干 重 的 增加 引起 的 ， 酵 母 粉 的 使 用 
并 没有 加 强 P(3HP-co-LA) 在 单个 细胞 内 的 积累 。 
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图 6 有 机 氮 源 对 细胞 生长 和 产量 的 影响 


Fig.6 Cell mass and production of P(3HP-co-LA) under different organic nitrogen 


受 聚 羟基 脂肪 酸 合成 酶 的 特异 性 限制 ,乳酸 的 生物 聚合 一 直 难 以 实现 ,探讨 
乳酸 的 生物 聚合 方法 具有 重要 意义 。 在 聚 3- 羟 基 丙 酸 合成 途径 基础 上 , 通过 过 表 
达 M. elsdenii (WA Wo WS A 转移 酶 Pct 和 P. putida 来 源 的 聚 羟基 脂肪 酸 合成 酶 
PhaC， 成 功 构 建 了 3 株 重 组 菌 。 原 始 的 聚 羟基 脂肪 酸 合成 酶 PhaCl 和 PhaC2 并 
不 能 实现 乳酸 单 体 的 聚合 ,而 双 位 点 突变 的 聚 羟 基 脂 肪 酸 合成 酶 PhaCl (STQK) 
成 功 实现 了 3HP 和 乳酸 的 共聚 .通过 条 件 优化 ,PHP-co-LA) 产 量 达 到 了 0.22g/L， 
是 对 照 实验 的 1.83 倍 ， 占 细胞 干 重 的 3.2%。 本 研究 首次 实现 了 3HP 和 乳酸 的 生 
物 聚 合 ， 可 以 为 含 乳酸 单 体 聚 合 物 的 生物 合成 提供 重要 参考 。 
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Biosynthesis of Poly (3-hydroxypropionate-co-lactate) from Glycerol 


by Engineered Escherichia coli 
ZHAO ZAhi-qiang!?, Stephen T Lactama!?, XIAN Mo!, LIU Xiu-tao!”, FENG Xin-jun!, 
ZHAO Guang! 
(1 CAS Key Laboratory of Biobased Materials, Qingdao Institute of Bioenergy and Bioprocess Technology, Chinese Academy of 
Sciences, Qingdao 266101, China) 
(2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 
(3 Department of Biochemistry, University of Dschang, Dschang 999108, Cameroon) 

Abstract Polyhydroxyalkanoates (PHAs) have received considerable attention because of their 
material properties and wide applications for packaging, biofuels, and biomedicine. Polylactate 
(PLA) is a representative bio-based polyester, which is chemically synthesized rather than 
synthesized by bacteria, because of the substrate specificity of PHA synthase (PhaC). To produce 
lactate-based polyesters, it is critical to obtain a PhaC capable of LA-polymerization. Glycerol 
dehydratase DhaB123 and its reactivating factor GdrAB from Klebsiella pneumoniae, and 
propionaldehyde dehydrogenase PduP from Salmonella typhimurium LT2 were overexpressed to 
convert glycerol into 3-hydroxypropionyl-CoA; propionyl-CoA transferase (PCT) from 
Megasphaera elsdenii DSM 20460 were used to obtain lactyl-CoA; and three different PhaC were 
introduced and examined for poly (3-hydroxypropionate-co-lactate) (P(3HP-co-LA)). The wild 
type enzyme PhaC1, PhaC2 from Pseudomonas putida can't polymerize lactyl-CoA into polymer. 
Only with double mutant (Ser325Thr and Gln481Lys) PhaCI(STQK), 3HP-CoA and lactyl-CoA 


were copolymerized into P(3HP-co-LA) in engineered Escherichia coli. Under optimal conditions, 
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the P(3HP-co-LA) production and content were 0.22 g/L and 3.296 (wt/wt [cell dry weight]), 
respectively. A good example was provided for lactate-based biopolymer by biosynthesis. 
Key words Poly  (3-hydroxypropionate-co-lactate); ^ Polyhydroxyalkanoate Synthase; 


Propionyl-CoA transferase; Site mutation; Glycerol 


